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論文内容の要旨
〔目的〕
これまで白胤黄体化ホルモン (L H) の測定法としては種々の Bioassay 法 (BA) が開発され利用さ
れてきた。しかしBA法では血清中LH測定には感度が不十分で、また特異性・手技の繁雑さなどに
問題点があった。今回白胤・ヒツジLH 間の免疫学的交文反応性及びヒツジLH による Radioimmun
noassay 系 (R1A) による白胤LH測定の可能性を検討し、次いで現在までBA法によって測定され異
論のあった各種条件下での白胤下垂体及び血清中LH動態を本法により検討し若干の成績を得たので
報告する。
〔方法ならび、に成績〕
(1)抗血清の調製:抗原としてヒツジ下垂体より抽出されたN1H-LH-S 8 を使用し、 Compl­
ete Freunds Adj uvant を用いてモルモット及び家兎を免疫した後、ヒツジ血清・筋組織で吸収
後に使用した。抗モルモット 'Y-Globurin 抗体は家兎で調製した。
(2) 免疫学的交叉反応性:ヒツジLH ・白鼠下垂体抽出物・ウシ下垂体性 Gonadotropin ・ PMS.
HCG ・ HMG ・を抗原とし抗ヒツジLH 家兎血清のあいだで寒天ゲル内沈降反応をわこなった
結果、ヒツジ・白胤・ウシLH 聞には 1 本に連なる沈降線を認めた。またこれら 3 者のLH生物
学的活性は抗血清によって中和された。 BA法としては垂別幼若白胤前立腺重量増加法 (Greep
法)を使用した。
(3) 抗原LH の精製及び125 1 による標識: N 1 H -L H -S 8 10mg を寒天ゲル電気泳動法により
泳動後、 5mm幅で分画抽出し、生物活性を調べた結果、原点、ならびに 5棚陰極よりに LH活性の
Peak を認めた。この活性分画の抽出蛋白に α1loramin T法を用いて 125 1 を標識した。さらにD
IS C 電気泳動法を用いて標識ホルモンの精製度を検討した結果、陰極より 3伽のところに 1 本の
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強い band が認められ放身す能の73%およびLH 生物活性がこれに一致して証明された。
(4) RIA測定手技:谷沢らのHCG における RIA測定法に準じ 125 1 ーヒツジLH O.lml 、抗ヒツ
ジLH血清 (1 : 10, 000~20， 000) 0 .1ml 、標準ヒツジLH (N 1 H -L H -S 8) あるいは検体O.
4ml をプラスチックチューブ (10X75伽)内で 3~4 日間 incubate し、次いで抗モルモット y­
g 1 (1: 80) 0 .3ml を加えさらに12~24時間 incubate した後、 3000rpm 、 30分間遠沈し、 j対査の
放身拍Eを Welltypeγ-detector で測定した (2重抗体法)。測定試料として、白胤下垂体は ho­
mogenize 後遠沈上清を100倍稀釈し、血清は凍結乾燥後 ethanol による分画沈澱法で抽出した後
原血清のYs~J{o量の緩衝液に溶解し測定試料とした。
(5) ヒツジRIA系の標準曲線と各種LH による沈降阻害曲線 :NIH-LH-S8 による沈降阻害
曲線は 1 ~100mμg /ml の聞で直線関係を示し、ウシ、白胤下垂体抽出物の阻害曲線は全く平行
関係を示した。又PMS 、 HCG 、などによる阻害は弱く不完全であった。したがってヒツジL
H系による白胤LH測定が可能なことを知り、測定値はNIH-LH-S 8 相当量であらわした。
(6) RIA と BA の相関性:白胤下垂体LH の同-試料をRIA法及びBA法で比車気則定した結果高
い正の相関(相関係数 r=0.79 (N =18) をえた。
(7) 各種条件下での白胤下垂体・血清中LH
(A) 12時間照明 (a. m. 8: OO~p. m. 8: 00) の条件で成熟雌性白胤を飼育し、 V句inal Smear によ
り少なくとも 2 周期以上規則的な 4 日周期型を示すものにつき測定した。その結果血清中LH
は Proestrus p. m. 6: 30 に3.3mμg /ml の急峻な peak を認め、下垂体LH は Proestrus p. 
m. 2: 30 に2.3μg /pit の最高値を示した後、次第に減少を示し、同期 p.m.8:20 には1.2μg/
pit と低値を示したが、 Metestrus p. m. 4: 00頃より再び増加傾向が認められた。
(B) 去勢雌性白胤を経耳的に垂別し、血中LH の消失動態を時間を追って調べた結果半減期は61
.4分であった。
(c) 幼若雌性白鼠に Estradiolbenzoa te 100μE を皮下注射し、6.8.10. 12時間後について測定し
た結果、血清中LH は注射後 8 時間目に peak を示し、 この時期に一致して下垂体中LH は減
少傾向を示した。
(励 生後22 日目幼若雌性白井え下垂体は1.5μg /pit 血清中0.8mμg /ml 、去勢60日目成熟雌性臼胤
は下垂体 7μg /pit 血清中3.5mμε /ml のLH値を示した。
〔総括〕
BA に比較して感度が高く簡易な白胤LH測定法を開発する目的でNIH-LH-S 8 を抗原とす
る 2 重抗体法を用いたRIA系を設定し、免疫学的交叉反応を利用し各条件下の白胤LH を測定した。
1.ヒツジLH は白胤・ウシLH と免疫学的交叉反応性を示した。
2.同一試料による RIA . BA測定値は相互に高い相関関係を示した。
3.一定条件下で正常性周期を示す雌性白胤LH は Metestr山夕刻頃より次第に下垂体内濃度が上昇し
Proestrus の午後に最高値を示した。一方、血清中LH は同期夕刻に_..~-過性のLH surge を示し
た。
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4.垂刻白胤での血清中LH 半減期は61. 4分であった。
5.estradiol benzoate 注射後 8時間目に血清中LH の Peak を認め、同時に下垂体では一過性の減少
傾向を認めた。
論文の審査結果の要旨
白胤下垂体むよび血清中LH の Radioimmunoassay に関する研究。
これまでの白胤黄体化ホルモン (L H)測定法としての Bioassay は血中LH測定には感度が不十分
であり特異性・手技の繁雑さなどにも幾多の問題点があったので、より感度が高くしかも簡易なLH
測定法を開発する目的でヒツジLH であるNIH-LH-S 8 を抗原とする新しいヒツジLH Radiｭ
oimmunoassay 系を設定し、免疫学的交叉反応性を利用した白胤LH測定の可能性について検討した。
その結果ヒツジLH は白胤LH と強い色疫学的交叉反応性を有し、本 Radioimmunoassay による白胤
LH値は Bioassayll直と高い正の相関を示すことを確かめた。そこで本法による白胤LH の測定をお
こなったところ、正常性周期を示す雌性白胤下垂体中LH は proestrus の午後に最高値を示し、血中
は同期夕刻に一過性のLH surge を示した。垂別白胤での血中LH 半減期は61. 4分であり、又幼若雌
性白胤に estradiol benzoate 100μg を皮下注射した際注射後 8時間目に血中LH の peak を認め、
同時に下垂体では減少傾向を認めた。
以上の研究は今後 reproductive physiology における一つの有力な検索法として貢献するところ大
であり学位論文として価値あるものと認める。
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